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C^© Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Reinigen eines 168 kD-Proteins von Mycoplasma 
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g-durch GroBenausschluflchromatographie entfernt werden. 
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Verfahren zum Reinigen eines 168 kD-Proteins von Mycoplasma pneumoniae 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Reinigen eines 168 KD Proteins von Mycoplasma 

^opTa sma pneumoniae verursacht Erkrankungen des oberen und unteren RHfMtanMd es_ Bi s zu 
lO%4iieTWyfendin7T0-30% alter Pneumonien in einer Zivilbevolkerung und bis ca. 60 » der 
PneumlienTn geschlossenen Popu.ationen konnen diesem Erreger zugerechnet werde. Ep.dem.en *eten 
In Intervaiten von 4-7 Jahren auf und es sind auch Todesfalle in der Literatur beschneben. (Rollins S et al.. 
Arch So . l£ Med 110; S.34-41 (1986)). Daruberhinaus sind zahireiche postinfektiose ^^onjn 
Snnt wie MyokarditisTIndokarditis. Meningitis usw.. die einer atiologischen ^^^^^ 
tioSr sind keine Seltenheit. Sie treten hauptsachlich in Erv/achsenenpopulationen auf. wobe. gerade -n 

dieser Gruppe mit klinischen Komplikationen zu rechnen ist , pea< - h o aw 

Da M.pneumoniae ein Bakterium ist und somit im Gegensatz zu Viren d,e ucerw.egend 
E-krank ungen des obe ren und unteren Respirationstraktes sind, gegen Antib.ot,ca empf.ndl.ch .st, hat e me 
schS e Sagnose erhebliche therapeutische Konsequenzen. K.inisch ist jedoch erne s.chere , Abgrenzu g 
der M pneumoniae-lnfektion von ahnlichen viralen bzw. bakterielien Infektionen ^^^^ 
Z verfugbare Lab ordiagnostik unbefriedigend. Der Erregernachweis durch Kulur hat ^wege de set* 
!-na*amen Wachstums von 1-2 Wochen auf anspruchsvollen Medien nur bestabgenden Wert. In den 
m ^>« dLeit die Diagnose seroiogisch gesteiit. Der ^^f^^^St 
hindunosreaktion (KBR) verwendet einen Glvkolioidextrakt aus M.pneumon.ae als Antigen. Dieses Glycol. 
Z SrfeSrKreuJeakrionen sowohl mit anderen Bakterien, beispie.swe.se Streptococcus MG mterme- 
tfus ais auch mit Pflanzenlipiden Oder Bestandteilen humaner Zellen. 

in'besonde^e bei Erkrankungen. die mit Zellzerfall einhergehen, z.B. Pankreatitis. Men.ng.ts Oder 
Car dSs Z fTsc! positive KBR-Reaktionen beschrieben worden. Anders Teswerfahren and entweder^ 
arbeiisaufwendig, wie z.B. Immunfluoreszenz. ebenso wenig spez.f.sch w.e d e KBR E ^ S * ™ 
M.sneumoniae- Gesamtextrakt (Mitzutani H. Mizutani H (An Rev Resp.r.D.S 127. ^ ^17^ (1983 >M*er 
nur in Spezia llaboratorien verwendbar. beispielsweise als Adharenz.nh.b.hons^st (Jacobs E. et a... 

Eur S~ wi s « i 1 ^ SSL*. * «~ - - ^sS^ZZ « 

-uf oas fur oie Ad harenz des Erregers an den Zellen des Wirtsorgan.smus verantwortl.ch .st (Feldner J et 
a^ Natu 298 S I 76 -769. (1982)). Antikorper gegen dieses Protein konnten in alien bisher untersuchten 
t TZ^o^ MeL Patienten gefunden warden, f^f^^! 
Protein ! nicht regelma flig auftrat (Jacobs E. et al.. J.CIin.Microb.ol.23; S 517-522. (1986a)). D.eses 
Protein ist somit ein geeignetes Antigen fur einen spezifischen serologischen Test. 

Dieses 168 kD-Protein wurde bereits mit einer Detergenz-Mischung, best e ^™ Tn »£^ 
<=DTA Tris-Puffer (TDSET) isoliert und durch Immunaffinitatschromatographie (Le.th D K. Baseman J B., J 
Bacteriol 157 S. 678-680 Purification of a Mycoplasma pneumoniae adhesin by monoclonal antibody 
aS chf^atography. (1984)) gereinigt. Das auieTe^s t£Td^ 

an c e Saute gekoppeUen AntJkSrper gebundenen 168 kD-Proteins erfordert jedoch verhaltn.smafl.g harte 
Beci gungen zum Dissoziieren des Immunkomp.exes, die in einem Denaturieren des 
ZerstSrung der Sau.e resultieren konnen. Ein Verfahren. das das Isolieren gro er Mengen J^unerten 168 
kD P-oteins erlaubt. wurde bei Jacobs und Clad (Jacobs E. Clad A. Anal.B.ochem.. 154. S. 583-589. 
Sc^Sln Sted and stained membrane proteins from preparative sodium dodecy. "H"**^ 
mS gels -nto a membrane trap (1986)) beschrieben. In dieser ArbeU wurde «n 

, Erfindung. ein Verfahren zur VerfOgung zu steHe, das das 168 kD-Protein 

,on Mycoplasma pneumoniae in ausreichenden Mengen in nativer Form zur Venugung J 

Diese Aufqabe wird. aus gehend von einem Verfahren zum Rem.gen e.nes 168 kD-Prote.ns von 

DebqeT^e^riuitl^holamidopropyl) dimethylammonio-3-Propansulfonat (CHAPS) behandelt werden. 
soTann aus dem erhaltenen Pellet das 168 kD-Protein mit einem nonionischen Detergenz. bevorzugt Octyl- 
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schluflchromatcgraphie entfernt werden Lgsen den Membran proteine von . 

Wie bereits erwahnt. verwendet Leith (1984, a - a - u '> Triton X-100, SDS und Deoxycholat 

M.pneumoniae eine Misch.no — .^^^ Membran von M.pneumoniae . 

(TDSET). D^e Mischung lost jedoch mch nur da 68 kD Prote-r < * ^ vQneinander get rennt 

sondern auch kontaminierende hochmoleku are Proteme dia du ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

werden konnen. Mit dem erfindungsgemaflen ^^J^^Meo^ Unreinheiten hatten 
fraktioniertes Solubilisieren bis zur ZOfechen einfachen GeifHtrationsschntt entfernt 

signifikant geringeres ^ulargew,cht ^^^2Ls somit nicht notig. das 168 kD-Prote.n >n 

^^^^^^^ * — 9r0flSr ^ Semer 

ran. Octy.glucosid ist ein nichtionisches Detergenz und CHAPS ,*e. ^ Vewemjung der 

SS^Sr— 2S1=1== - — • die nach dem ,so,ieren 

a ei zXoteine 'durch SDS-Puffer oder ^.^^^ entweder CHAPS oder Octylgluco- 
FOr den Verg.eich wurden Zeilen rn* ^^S^'^S^ Suspensionen wurden zentrifu- 
sid bzw. mit dem Detergenz.engem.sch TDSET behandelt D ^ ^ T[)SET 

giert und der erhaltene Uberstand <n SOS-PAGE analys,ert. 0* 9 ^ ^ ^ 

hr MolekQle geringeren M^^^^-'^^^^Xelrarmit einem Mo.ekulargewicht von 145 kD 
Protein sowie ein weiteres prominentes Pro tein der ZeW membra , 45 kD-Protein durch 

Wie erwartet. konnte durch die Behandlung m ^ DSE J ^ nU D %in n Lt getrennt werden. 
ansch,ie 0 ende GroCenaussch.ufl-Chromatogr^ *™^™*Z e ine geringere Los.ichkeit fur das 

145 ^Oi2^ 

Mange des 168 kD-Protains gel st ^^^^SSP^ ^ lubilisiert - 
Aliquots des Pellets mit verschiede f"^ wird bevorzugt ein Pufferge- 

Fur den ersten Behandlungsschntt de ganzen ^Tl^giKi^T^n Konzentration von etwa 0.1- 
misch (Puffer I) verwendet. in dem das zw.ttenon.sche Detergenz OHAKs 
35 10 % (w/v). bevorzugt 1% (w/v) enthalten .st erhaltsnen Pellets mit dem nonionischen Deter- 

Die Behandlung des nach dem ersten Losung ^"JJ™^ (Puffer ,„, in dem Octylglucos.d .n 

45 kD-Protein getrennt werden Konzentration von etwa 0.1-10% (w/v) we.terhm 

Der bevorzugte Puffer l.enthalt neben CHAPS M» ™ . Protea seinhibitor in einem neutralen 
,00-600 mM Nad. einen Komplexbildn^ e.n Antj ^SS5SSTiEi 1% (w/v). 400 mM Nad. 1 I mM 
Phosphatpuffer. bevorzugt jedoch CHAPS ,n ^"JJ*^ Natri um P hosphatpu«er. P H 6J5j).ese 

50 Z^e^^^^^^ — — " ^ ^ 9enanntSn ^ 9 
Konzentration von etwa 0,1-10% < WV ;J^^ 

einen Proteaseinhibitor in einem neutralen Phos J*«**™JJ£ mM EDTA, 5 mM 2-Mercaptoethanol, 0 6 
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unt»rstutz-n konnen die mit CHAPS vorbehandelten Zellen mit Ultraschall behandelt werden. bevorzugt 
*™Xf£e?oZr von 1.5 min bei 0* C. Die Ultraschallbehandlung fordert die Auilosung der Zellwand- 
bestsndteile. wodurch zellwandgebundene Proteine verstarkt freigesetzt werden konnen. 

?m das nach der Behandlung mit CHAPS spwie durch Ultraschall entstandene Homogena t in Frakfo- 
, nen zu £Z von denen eine das gewunschte 168 kD-Protein enthalt, wird das 
' e^va 40 min - bei 25 000 x g und 4* C zentrifugiert. In dem Pellet ist das gewunschte 168 kD-Protein 
entMten. Das Pellet wird sodann gewasohen und in den obenbeschriebenen Puffer II aufgenommen. H>eran 
kann nochmal eine kurze Ultraschallbehandlung anschlieflen. 

Das in dem Puffer II aufgenommene Pellet wird bei Raumtemperatur 5 mm geschuttelt una daran 

;c anschiieCend nocheinmal zentrifugiert. ^ -, m p,,ffer n 

Der auf diese Weise erfolgten Extraktion des 168 kD-Proteins mit Octylglucosid oas im Puffer II 
enthalten ist kann ein etwa 5 minutiges Schutteln bei Raumtemperatur der erhaltenen Suspense folgen 
wo'an sich wiierum eine 40-minutige Zentrifugation bei 25 000 x g anschHeflt. Der erhaltene. opake 
Oberstand enthalt das 168 kD-Protein und kann fur die anschlieCende Grdflenausschluflchromatographie 

•s gefiltert werden. beispielsweise durch eine 0,45 urn Membran. 

5 Die Groeenausschluflchromatographie kann bevorzugt mittels emer Juperose ^Jj** 
erolgen Das 168 kD-Protein kann aus dieser Saule sodann mit einem SDS-Natr,umphosphat-Purfer be. 
emem pH-Wert von etwa 6,75 in hoher Reinheit. groCer Menge und nativem Zustand eluiert werden. 
Die Erfindung wird in folgenden anhand der Figuren und Beispiele detailliert erlautert. 

so Es zeigen: 

, s En Serva-Blau-markiertes Po.ypeptidmuster. das nach SDS-PAGE Trennung der Proteine von 
M pneumoniae erhalten wurde. wobei die Solubilisierung mit verschiedenen Detergenzien erfolgte 

jlaOUQ zellprotein wurden 1.5 Minuten lang in Anwesenheit des jewe.ligen Detergenz nut WtnaehcJ 
benance t und ansch.ieflend weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspens.onen werden be 
iS S x g zentrifugiert und die erhaltenen OberstSnde werden fOr die SDS-PAGE prapanert. Es ze.gen 



30 die Sauien 

a) 2% SDS 

b, 1% Triton X-100. 0,2% DOC, 0.1% SDS (TDSET) 

C) 1% CHAPS 

d) 1% Octylglucosid 



35 



-JO 



-5 



Fg.2 

Das Solubilisieren des 168 kD-Proteins mit verschiedenen Konzentrationen des 0c ^S'"~ s ^ S p 
Mpneumoniae-Zellen werden mit CHAPS-Puffer behandelt. zentrifug,e rt! die gewasch enen Peltete Je 
100 ag Protein) we rden in Puffer suspended, der verschiedene ^Konzentrationen 

Nach dem Zentrifugieren wird der Oberstand fOr die SDS-PAGE prapanert und das Gel (8.25 ■ > T) geladen 
D e ix nen und s'erva-B.au markierten Ge.e werden bei 575 nm densitometry ; unc i c e 
Peaks, die zu den markierten Banden des 168 kD-Proteins korrespond.eren, werden gegen die Konzentra 
ticn des Detergenz aufgetragen. 



Fig. 3 

50 • GrSflenaussohluflchromatographie des Octy.glucosid-Solubi.isats des 168 kD-Proteins von 

M TmT 0 o n cyi glucosid-Solubilisat des 168 kD-Proteins wird auf eine Saule (1.6 x 50 cm), die Superose 6 
prep G^d Snufgetragen. 1.2 m. Fraktionen werden mit 0,1% SDS in 100 mM Natnumphospha, m,t 
55 pH 675 in einer Rate von 0,2 ml/min. eluiert. 



Fig. 4 



4 
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u cno dapp ,«nH <^prva-B!au-Markierunq der Fraktionen, die durch Groflenaus- 
dieselben, wie sie in Fig. 1 beschrieben sind. Es zeigen: 



Reihe 2: 
Reihe 1 5: 
Reihen 3-14: 



gesamtes Zellprotein (200 ug) 

168kD-Protein . 
verschiedene Fraktionen der Groflenausschluflchromatograpnie. 



10 



Die in der gesamten Beschreibung verwendeten Abkurzungen haben die folgende Bedeutung: 



15 



20 




Natriumdodecylsulfat 
Polyacrylamidgeielectrophorese 
Ethylendiamintetraacetat 
Deoxycholat 

Hydrophile-Lipophile-Baiance 

Triton-DOC-SDS-EDTA-Tris-Puffer 

3-{3-Choiamidopropyl)dimethylammonio-3-Propansulfonat 

Phenylmethansuffonylfluorid 
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Beispiel 1 



Kuitur von Mycoplasma pneumoniae 

nach 48 Stunden geerntet und bei -70 aufbewahrt. 
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Beispiel 2 

Isoiieren des 168 kD-Proteins 



50 



Das Homogenat wird 40 min lang bei 25 000 x g bei 4 C zentnfug.ert 

Alls weiteren Verfahrensschritte werden bei Raumtemperatur duchgefuhrt. 

Tze UltrabeschaHung resuspendiert. Die erhaltene ^^JSS^ffi 
Membran (Spartan, Schieicher und Schu.l, Kassel/BRO) prapanert. 



Beispiel 3 



55 Gro/tenausschluflchromatographie 



5 
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einer Ourchfluflrate von 0.2 mlfrnin. mit einem Elutionspuffer (0,1% SDS. 100 mM Natnumphosphatpuffer 
mit einem pH-Wert von 6,75) durchgefuhrt und es werden Fraktionen von 1,2 ml gesammelt. 

Fig 3 zeigt ein Elutionsdiagramm, das zu Polypeptiden mit Moiekuiargewichten im Bereich von 200 000 
bis 10 000 korrespondiert Aliquots der Fraktionen werden durch SDS- PAGE (Fig. 4) anaiysiert. Obwohl in 

5 einigen Praparationen der erste Peak, der zum Ausschluflvolumen korrespondiert, etwa bis zu 10 fach 
honer war ais in dem hier gezeigten Chromatogramm. enthielten die korrespondierenden Fraktionen kein 
Protein (Reihe 3, Fig. 4). Diese Absorption ist vermutlich bedingt durch die Anwesenheit von gemischten 
Mizeilen in dem' opaken Uberstand. der auf die Saule gegeben wird. Der zweite Peak enthalt das gut 
neioste 168 kD-Protein, wie es aus den Reihen 7 bis 9 in Fig. 4 ersichtlich ist Die Menge an 168 kD- 

10 Protein, die durch das Verfahren erhalten werden kann, liegt bei 40% oder 300 ug 168 kD-Protein aus 1 g 
Naforellgewicht des Pellets. 



75 



Beispiei 4 



SDS-PAGE 



20 



Die gesammelten Proteinfraktionen werden durch SDS-PAGE in 1,5 mm dicken Slabgelen (18 x 14 cm) 
mit einer Gel-konzentration von 8,75 % T in einem diskontinuierlichen Puffersystem (Laemmli U.K., Nature 
227: S. 680-685, Cleavage' of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4 
77970)) anaiysiert. 



25 Beisoiel 5 
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Prcteinassay in verdunnter Detergenzienlosung 

Das Protein wird durch simultane Extraktion von Detergenzien prazipitiert (Wessel D, Fiugge Ul; Anal. 
Biochem. 138; S.141-143, A method for the quantitative recovery of protein in dilute solution in the 
presence oTdetergents and lipids (1984)) und das gesammelte Protein wird in einem modifizierten Lowry- 
Verfahren bestimmt (Peterson GL. Anal.Biocham. 83; S.346-356, A simplification of the protein assay 
method of Lowry et ai which is more generally applicable (1977)). 



Vergieichsversuch 1 

Die M.pneu moniae- Zelien, hergestellt, wie im Beispiei 1 beschrieben, werden in Aliquots mit Puffern 
b-handelt, die je 1% CHAPS oder 1% Octylglucosid Oder die Detergenzienmischung TDSET (1% v/v) 
Triton X 100 0,2% (w/v) Deoxycholat, 0.1% (w/v) SDS. 10 mM EDTA. 10 mM Tris-HCi mit einem pH-Wert 
vcn 7 8), wie bei Leith (1984). a.a.O.) beschrieben, behandelt. Die erhaltenen Suspensionen werden 
2-ntrifugiert und die so erhaltenen Uber stande in SDS-PAGE anaiysiert. wie in Fig. 1 beschrieben. 

Fg 1 zeigt n Reihe a das Polypeptidmuster. das nach SDS-PAGE und Serva-Blau-Markierung erhalten 
*irc* es zeigt praktisch das gesamte Zellprotein. Die Molekulargewichte sind am linken Rand der Fig. 1 
angezeigt und die Position des 168 kD-Proteins durch einen Pfeil bezeichnet. Die Reihen b bis d zeigen die 
Polypeptidmuster der Proteinfraktionen, die nach Soiubilisieren in Anwesenheit von TDSET. bzw. 1% 
CHAPS bzw. 1% Octylglucosid, erhalten werden. 

Es zeigt sich. datf TDSET gute Losungseigenschaften sowohl fur Proteine geringen Molekulargewichts 
als auch fur das 168 kD-Protein als auch fur ein weiteres wesentliches Protein von M.pneumoniae mit 
oinem Molekulargewicht von 145 kD hat. Die beiden Proteine mit den Moiekuiargewichten 145 kD und 168 
kD konnten wie eine spatere Groflenausschluflchromatographie zeigte. nicht vonetnander getrennt werden. 

Das Detergenz Octylglucosid zeigt gute Losungseigenschaften fur das 168 kD-Protein, schlechtere fur 
das 145 kD-Protein. Im Faiie des Detergenz CHAPS zeigt sich, dafl es ein sehr effizientes Detergenz fur die 
Solubilisierung des 145 kD-Proteins ist. jedoch eine geringere Losungskraft fur das 168 kD-Protem hat. 

Vergieichsversuch 2 
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Bestimmen der wirksamen Konzentration des Octylglucosids. 

Fia 2 zeigt die Ergebnisse, die durch Behandlung der mit CHAPS vorbehandelten M.pneumoniae - - 
Zellen mit einem Puffer II. wie er in Beispiel 2 beschrieben wurde. wobei Octy.glucos.d m ver S ch,edenen 
KoSzenSonen zwischen 0 und 2% enthalten ist. Fig. 2 zeigt. daO Konzentrationen des Octy.g.ucos.ds 
^T^ZZ for die So.ubilisierung des 163 kD-Proteins. Um Toieranzbereiche fur versch, dene 
Proteinkonzentrationen sicherzustellen und ein Verhaltnis des Detergenz/Prote.n von m.ndestens 5 zu 
eSel ;°ist e"ne Konzentration von 2% des Octylglucosids bescnders geeicne, da dann Prote.nkonzentra- 

^ ^^tSS^SS^L des 2%igen Octylglucosid-So.ubi.isats. das aus Pe.lets erha,ten wird, 
rliP mit CHAPS vorbehandelt werden, zeigt Reihe 15 in Fig. 4. 

Durch die erfindungsgemafl durchgefuhrte fraktionierte Solubilisierung des 168 kD-Protems w,rd ene 
Anrihelg um das 20 rache. gemessan an etwa 1.5% des gesamten Zeilproteins von M.pneumon ae 
erre cht D e'se Werte konnen uber Densitometrie erhaiten werden. Das mit dem erf.ndungsgemaflen 
Vertahren hergestellte 168 kD-Protein enthalt keine kontarninierenden hochmolekularen Proteme 

nurrh d2 frLonierte Losen des gewunschten 168 kD-Proteins mit den erfindungsgernaBen Verfan- 

des zwLionischen Detergenz CHAPS sowie des nonionischen Detergenz 
Octvtalucosid ist eine bis zu 20-fache Anreicherung des gewunschten Prcteins mogl.ch. wobe, verble.bende 
JSSunoen ein weitaus geringeres Mclekulargewicht als das gewCinschte Prote.n aufwe.sen und som.t 
durch einem efnLnen Ge.fi.trLnLhritt getrennt werden kSnnen. Mit ^^SZ ^efn 
ist es somit nicht notig, das 168 kD-Protein denaturierenden Agenz.en auszusetzen. so dafl das Prote.n 
seiner nativen Form erhaiten wird. 



25 Anspruche 

1. Verfahren zum Reinigen eines 168 kD-Proteins von Mycoplasma SSSSS^Jj^^^ 
, oirhnet cafl Qanze M pneumoniae-Zellen mit einem zwitterionsichen Detergenz. bevorzugt 3-(3-Cholam. 
C^^S^SOT^Hbn- (CHAPS) behandelt werden. s«« S 
30 PeSet das 168 kD-Protein mit einem nonionischen Detergenz. bevorzugt 0ct ^f UCOp ^°J^° 
Sglucosid) extrahiert und schliefl.ich weitere Verunreinigungen durch G^flenausschluBchromatograph.e 

entfemt werden. ^ ^ ps . einem Puffergemisch 

(Pufteroemisch I) in einer Konzentration von etwa 0.1-10% (w/v). bevorzugt 1% (w/v). enthalten .St. 
(Puffergemisch l), geke nnzeichnet, dafl das Octylglucos.d .n e.nem Pufferge- 

Safe ™ " sf=ssass= 

Sid ,0^1 NaoTS Lp te *iw4,. ein AmireduWans und «« » 

Mp» r r?otoethanol 0 6 mM PMSF und 50 mM Natnumphosphatpuffer pH 6,7- enthalt. 

6 Cre nnach mindestens einem der vorhergehenden Anspruche. ^Jj^^^Z 
nach der Behand.ung mit CHAPS die Zellen mit Ultraschall. bevorzugt etwa 1.5 M.n be. 0 C behandelt 

Wer 7 en Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, daj das nach UitraschaLbehandiung 
erhaltene Homogenat zentrifugiert wird. bevorzugt etwa 40 min. be, 25000 x g und 4 C- 

8 Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennze chnet, oa« 
nach de^Son mit Octylglucosid die erhaltene Suspension etwa 5 min. be Raumtemperaur geschut- 
tef und a^hSend 40 Jn. bei 25 000 x g zentrifugiert und der erhaitene Uberstand. der das 168 kD- 

^TverS^S Sdestens einem der vorhergehenden *^^jg»%^ £ 
die GroCenausschluflchromatographie mitte.s einer Superose 6 prep ^ SjutejfaJJ 
Protein mit einem SDS-Natriumphosphatpuffer mit einem neutralen pH-Wert , bevorzugt 6.75. elu.ert w. 
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